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Abstrak—Besi merupakan logam yang dibutuhkan oleh 
organisme untuk metabolismenya, namun dalam konsentrasi 
tinggi besi dapat membahayakan organisme dan lingkungan. 
Beberapa bakteri resisten terhadap logam besi, salah satu genus 
bakteri resisten besi adalah Bacillus. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui isolat Bacillus yang resisten terhadap logam 
besi dan viabilitasnya saat terpapar logam besi. Uji resistensi Fe 
dilakukan di medium nutrient agar-FeCl3.6H2O 0,1 mg/L dan 
dilanjutkan sampai dengan konsentrasi yang mampu ditoleransi 
isolat. Uji viabilitas isolat Bacillus dilakukan dengan 
menumbuhkan isolat pada medium nutrient broth-FeCl3.6H2O 
dengan tingkat konsentrasi di bawah konsentrasi maksimum yang 
dapat ditoleransi isolat. Viabilitas divisualisasi dengan pola kurva 
pertumbuhan. Hasil dari penelitian isolat Bacillus A6, DA11, S6, 
dan SS19 resisten terhadap logam besi (Fe) pada medium nutrient 
agar-Fe sampai dengan 300 mg/L. Semua isolat mempunyai 
viabilitas terhadap pemaparan logam Fe dengan pola 
pertumbuhan isolat  lebih tinggi daripada tanpa penambahan 
logam besi (Fe). Isolat Bacillus yang memiliki kemampuan 
viabilitas baik dalam medium terpapar Fe adalah Bacillus A6, 
DA11, dan SS19. 
   
Kata Kunci—Bacillus, besi (Fe), resistensi, viabilitas. 
I. PENDAHULUAN 
ESI atau Ferrum (Fe) adalah metal berwarna putih 
keperakan, liat, dan dapat dibentuk. Di alam didapat 
sebagai hematit [1]. Besi sangat penting sebagai komponen 
pigmen sitokrom pada respirasi seluler [2] dan sebagai 
kofaktor enzim [3] pada mikroorganisme. Namun besi dalam 
konsentrasi tinggi yang mencemari lingkungan dapat 
menimbulkan bahaya bagi organisme. Menurut Peraturan 
Menteri Lingkungan Hidup Republik Indonesia Nomor 5 
Tahun 2014 Tentang Baku Mutu Air Limbah, baku mutu 
logam besi terlarut (Fe) yaitu 7 mg/L.  
Beberapa bakteri telah mengembangkan beberapa sistem 
yang efisien untuk detoksifikasi logam. Mekanismenya dapat 
digolongkan ke dalam 5 kategori, yaitu (1) penyerapan 
intraseluler; (2) mengekspor; (3) mereduksi; (4) absorpsi 
ekstraseluler; dan (5) detoksifikasi ekstraseluler [4]. Hampir 
semua mekanisme resitensi bakteri dikode gen yang terdapat 
pada plasmid dan transposon [4] dan hal itu memungkinkan 
transfer gen atau mutasi spontan yang menyebabkan bakteri 
resisten terhadap logam. Bakteri yang mampu resisten 
terhadap logam diharapkan mampu meremediasi cemaran 
logam di lingkungan. Resistensi bakteri terhadap logam dapat 
melalui mekanisme biosorbsi dan bioakumulasi. Mekanisme 
biosorpsi merupakan proses pasif sehingga logam tidak 
meracuni bakteri. Sedangkan mekanisme bioakumulasi 
merupakan proses aktif dimana logam berat dapat meracuni sel 
bakteri [5]. Mekanisme toleransi mikroba terhadap logam 
berat dengan cara kompleksasi meliputi produksi polisakarida 
ekstraselular yang memiliki anion dan berfungsi sebagai 
bioakumulator yang efisien, produksi metabolit organik yang 
memiliki sifat pengkelat dan membentuk kompleks dengan 
logam, presipitasi, serta kristalisasi ekstraselular [6].  
Beberapa bakteri resisten terhadap logam, salah satunya 
adalah Bacillus. Sebuah penelitian menyebutkan bahwa 
beberapa anggota genus Bacillus resisten terhadap logam berat 
Hg, Pb, Cu, Cd [7], As, Fe dan Mn [8]. Genera Bacillus 
merupakan genera yang tergolong melimpah di alam [9]. 
Beberapa karakter yang membedakan genus ini dengan genus 
bakteri yang lain yaitu produksi endospora, berbentuk batang 
[10], Gram positif, bersifat aerobik atau anaerobik fakultatif, 
dan katalase positif [11]. 
Bacillus yang diisolasi dari Kalimas Surabaya (isolat A6, 
S1, S6, SS19, dan DA11) merupakan genera yang resisten 
logam Hg, Pb, Cd, dan Cu [7]. Bacillus tersebut belum diteliti 
resistensinya terhadap logam Fe. Sehingga dilakukan uji 
resistensi Bacillus terhadap logam Fe untuk mengetahui 
potensinya sebagai agen bioremediasi pencemaran Fe. 
II. METODOLOGI 
A. Uji Resistensi Bacillus 
Isolat Bacillus S6, SS19, DA11, dan A6 berumur 24 jam 
ditumbuhkan pada media nutrient agar-FeCl3.6H2O dengan 
metode continue streak plate. Konsentrasi FeCl3.6H2O yang 
digunakan yaitu 0.1 mg/L. Kultur Bacillus diinkubasi selama 
24 jam pada suhu ruang. Koloni yang tumbuh merupakan 
isolat yang resisten terhadap FeCl3.6H2O. Koloni yang tumbuh 
selanjutnya diuji resistensinya secara bertingkat pada logam Fe 
sampai konsentrasi maksimum yang dapat ditoleransi oleh 
isolat. Kultur diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. 
Koloni yang tumbuh adalah isolat yang resisten logam Fe. 
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Kemudian dipilih 3 isolat yang memiliki kemampuan resistensi 
terhadap FeCl3.6H2O lebih baik dibanding isolat lain untuk uji 
viabilitas. 
B. Uji Viabilitas Bacillus Pada Medium Tercekam 
FeCl3.6H2O 
Sebelum uji viabilitas, dibuat kultur starter. Pembuatan 
kultur starter dilakukan dalam dua tahap. Tahap pertama untuk 
kultur starter I. Satu ose isolat Bacillus berumur 24 jam 
diinokulasikan secara aseptis ke dalam 10 ml medium  nutrient 
broth dalam Erlenmeyer, diinkubasi selama 18 jam pada suhu 
ruang di atas rotary shaker (100 rpm). Selanjutnya tahap 
kedua untuk kultur starter II. Setelah diinkubasi 18 jam, 5 ml 
kultur starter I diinokulasikan secara aseptis ke dalam 45 ml 
medium nutrient broth dalam Erlenmeyer dan diinkubasi 
selama 18 jam pada suhu ruang di atas rotary shaker (100 
rpm). 
Sebanyak 10 ml kultur starter II diinokulasikan secara 
aseptis ke dalam Erlenmeyer berisi 90 ml medium nutrient 
broth dengan penambahan FeCl3.6H2O sesuai konsentrasi yang 
dibutuhkan. Untuk kontrol tidak ditambahkan FeCl3.6H2O.   
Setiap 2 jam sebanyak 1,5 ml kultur diambil dan dimasukkan 
ke dalam kuvet kemudian diukur nilai Optical Density (OD) 
nya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang (λ) 600 
nm [12]. Pengukuran OD dimulai dari jam ke-0 sampai jam ke 
24. Data OD yang didapatkan kemudian dibuat kurva 
pertumbuhan dengan sumbu x sebagai waktu (t) dan sumbu y 
sebagai nilai OD. 
III. HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Resistensi Bacillus Terhadap Logam Fe 
Uji resistensi dilakukan untuk mengetahui kemampuan 
isolate dalam medium yang mengandung logam Fe. Isolat yang 
digunakan untuk uji resistensi adalah isolat Bacillus A6, 
DA11, S6, dan SS19. Konsentrasi perlakuan Fe untuk uji 
viabilitas adalah 50, 100, dan 150 mg/L, setelah pengukuran 
AAS, konsentrasi Fe pada media mengalami penurunan cukup 
besar sekitar ≥ 70% yang menyebabkan konsentrasi Fe di 
media rendah. Hasil yang didapat, semua isolat Bacillus 
mampu tumbuh pada media yang mengandung logam Fe 
(Tabel 1 dan Gambar 1) sampai dengan 300 mg/L Fe-nutrient 
agar. Sesuai dengan [13], Bacillus mampu tumbuh dengan 
baik pada medium yang mengandung Fe (III) konsentrasi 
rendah.  
Semua Bacillus (A6, DA11, S6, dan SS19) mampu tumbuh 
dalam medium yang mengandung Fe karena Fe dibutuhkan 
dalam metabolisme sel bakteri. Hal tersebut juga dinyatakan 
oleh [14] secara umum semua mikroorganisme, termasuk 
Bacillus membutuhkan Fe untuk aktivitas metabolisme dan 
juga sebagai komponen struktural utama pada beberapa enzim. 
Dalam penelitiannya [13] menyatakan bahwa beberapa spesies 
Bacillus resisten terhadap logam Fe sampai dengan 6000 mg/L 
pada medium nutrient agar, walaupun ada beberapa spesies 
Bacillus yang hanya mampu resisten hingga 100 mg/L.  
 
 
 
 
Tabel 1. Hasil Uji Resistensi FeCl3.6H2O 
 
Keterangan: (+++) = tumbuh baik, (++) = tumbuh sedang, (+) = 
tumbuh rendah, (-) = tidak tumbuh 
 
 
 
Gambar 1. Hasil Uji Resistensi Bacillus 
Ket: (a: Hasil uji resistensi Bacillus A6 pada 0,1 mg/L FeCl3.6H2O, 
b: Hasil uji resistensi Bacillus A6 pada 300 mg/L FeCl3.6H2O). 
 
Menurut [5], bakteri yang diisolasi dari lingkungan yang 
tercemar logam berat merupakan bakteri yang mempunyai 
resistensi tinggi terhadap logam berat di sekitarnya. Isolat 
Bacillus yang digunakan dalam penelitian ini diisolasi dari 
sungai Kalimas Surabaya yang diketahui telah tercemar 
merkuri antara 0,105 hingga 6,38 mg/L [15] dan resisten 
terhadap 25 mg/L HgCl2 [16], sehingga Bacillus yang diuji 
pada penelitian ini memiliki toleransi yang baik terhadap 
logam, sebab Hg merupakan logam berat yang paling toksik 
dibandingkan logam berat lainnya. Mikroba yang hidup pada 
lingkungan kaya logam cenderung lebih resisten terhadap 
logam berat daripada yang hidup di lingkungan tidak kaya 
logam [17]. Resistensi tersebut melalui mekanisme adaptasi 
[18], hal ini karena adanya perbedaan kromosomal, 
transposon, dan plasmid yang mengatur sistem resistensi pada 
masing-masing bakteri [14] Pada dasarnya, populasi 
mikroorganisme yang resisten terhadap logam melibatkan 
perubahan kelarutan dari logam tersebut melalui reduksi, 
akumulasi, dan immobilisasi in-situ [14]. Menurut [18] salah 
satu mekanisme resistensi pada bakteri terhadap logam adalah 
adanya protein RND (Resistence, Nodulation, Cell Division) 
yang mengatur transportasi logam melalui membran sel. Pada 
Bacillus subtilis pengambilan Fe diatur oleh protein Fur. 
Dalam kondisi lingkungan yang kaya akan Fe, protein Fur 
menekan sistem pengambilan Fe [19].  
B. Viabilitas Bacillus Pada Medium Tercekam Logam Fe 
Kurva pertumbuhan isolat Bacillus dalam medium 
nutrient broth yang tercekam logam Fe digunakan untuk 
mengetahui kemampuan hidup (viabilitas) isolat pada medium 
yang terpapar logam Fe. Konsentrasi Fe yang digunakan untuk 
uji viabilitas adalah 50, 100, dan 150 mg/L Fe-nutrient broth. 
Semua isolat Bacillus mempunyai kemampuan hidup pada 
medium terpapar logam Fe dapat dilihat dari hasil kurva 
pertumbuhan (Gambar 2-5). 
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Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Bacillus A6 yang Terpapar Logam 
Fe. 
 
 
Gambar 3. Kurva Pertumbuhan Bacillus DA11 yang Terpapar Logam 
Fe. 
 
 
Gambar 4. Kurva Pertumbuhan Bacillus S6 yang Terpapar Logam 
Fe. 
 
 
 
Gambar 5.  Kurva Pertumbuhan Bacillus SS19 yang Terpapar Logam 
Fe. 
 
Berdasarkan pola pertumbuhan pada Gambar 2-5, pada 
Bacillus A6, DA11, dan SS19 menunjukkan pola pertumbuhan 
yang hampir serupa, sedangkan isolat Bacillus S6 memiliki 
pola pertumbuhan yang berbeda. Nilai OD paling tinggi 
berkisar pada nilai 3,25 (pengenceran 5x) pada semua 
konsentrasi logam Fe dan untuk isolat Bacillus S6 berkisar 
pada nilai OD 0,85 (tanpa pengenceran). Nilai OD tersebut 
lebih tinggi dibandingkan dengan nilai OD isolat Bacillus yang 
ditumbuhkan pada medium nutrient broth tanpa terpapar 
logam yang berkisar antara 0,5 - 0,6 Å (tanpa pengenceran). 
Nilai OD semakin tinggi seiring meningkatnya konsentrasi 
logam Fe. Hal tersebut dapat terjadi karena Bacillus resisten 
terhadap 300 mg/L Fe-nutrient agar sehingga dalam medium 
nutrient broth tercekam logam Fe, Bacillus masih mampu 
tumbuh dengan baik. Hal tersebut disebabkan logam besi (Fe) 
merupakan komponen pigmen sitokrom pada respirasi seluler 
[20] dan sebagai kofaktor enzim [21] serta karena adanya 
protein Fur yang menekan sistem pengambilan Fe berlebih saat 
kondisi lingkungan bakteri kaya akan Fe [19]. 
Kurva pertumbuhan Bacillus S6 menunjukkan 
pertumbuhan yang paling rendah jika dibandingkan dengan 
ketiga isolat Bacillus lainnya. Hal ini dapat  terjadi karena 
setiap organisme mempunyai respon genetik yang berbeda 
terhadap lingkungan sekitar termasuk bakteri. Bacillus S6 
merupakan satu genus dengan A6, DA11, dan SS19, dengan 
adanya pola pertumbuhan yang berbeda kemungkinan Bacillus 
S6 berbeda spesies dengan Bacillus A6, DA11, dan SS19 [10]. 
Pada uji resistensi Bacillus S6 menunjukkan pertumbuhan 
yang kurang baik pada konsentrasi 75 mg/L Fe-nutrient agar 
demikian juga untuk konsentrasi yang lebih tinggi. Hal 
tersebut dapat dikarenakan adaptasi kromosomal, transposon 
dan plasmid pada Bacillus S6 yang kurang baik terhadap 
cekaman logam Fe [14]. Berdasarkan hasil kurva pertumbuhan 
ini, tiga isolat Bacillus uji yang memiliki kemampuan 
viabilitas baik dalam medium terpapar Fe yaitu Bacillus A6, 
DA11, dan SS19. 
IV. KESIMPULAN/RINGKASAN 
Isolat Bacillus A6, DA11, S6, dan SS19 resisten terhadap 
logam besi (Fe) sampai dengan 300 mg/L pada medium Fe-
nutrient ngar. Semua isolat Bacillus memiliki kemampuan 
viabilitas yang baik kecuali isolat Bacillus S6 dalam medium 
Fe-nutrient broth yaitu Bacillus A6, DA11, dan SS19. 
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